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GODO SHU3EI KABUSHIEI KAISHA 9 
Tokio* Japan 

Verfahren zur Herstellung von Protease durch 
Eultivieruag von Bakterien 



Die Erf indung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung 
einer alkalischen Protease durch Kultivierung von Bacillus 
licbenif ormis auf einem geeigneten Eulturmeditim *)VXA ansdhliesBende 
Abtrennung der alkalischen Protease aus der KulturlSsungo 

Es iat bereits allgemein bekannt, Bakterien der Art Bacillus 
subtllis fur die Herstellung einer alkalischen Protease an ver- 
wenden, die ihre optimale Aktivitat bei einem hohen pH-Wert auf - 
weisto Es wird hierzu auf die folgenden Mteraturstellen verwie- 
sen: das Buch "Hature", J.7J9, 802 (1952) von -H> Ottessen et all 
"Journal of the Agricultural Chemical Society of Japan", 22., 9 
(i 959) von Fukumoto et al; "Agr- Blolo Ghemo", 20, 1261 (1966) 
von Pukumoto et al} oder "J. Bioehem.", 4£, 251 (1958) von 
Hagihara et al. Eine derartige alkallsche Protease findet aus*- 
gedehnte Venrendung in der Hahrungsmittelindustrie und in anderen 
Industries Es wird jedoeh hier darauf hingewiesen, dafi die alka- 
lische Protease unter Verwendung der StSmme von Bacillus subtilia 
hergestellt wird. 

Es wurde nunmehr die Aktivitat der Enzyme von versahiadenen Bak- 
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terienarten untersucht, die aus dem Boden gewonnen wurdeno Hier- 
bei wurde festgestellt, dafl gewisse Bakterien ein atarkes Yerni6gen 
sur Erzeugang von Protease besitaen. Die Bakterien warden au3T 
ihre morpbologischen, physiologisehen und bakteriologischen Eigen~ 
schaf ten untersucht o Eierbei warden die Verf ahren vervrendet , die 
in dem Bueh "Bergey*© Manual of Determinative Bacteriology", 
7* Auflage, angegeben sindo Es wurde gefunden, daB ee sich um 
Bakterien handelte, die zur Art Bacillus lieheniformis gehorte»o 

Durch Ro Wo Bernlobr wird bereits ix* dear Buch *Jo Biol. Ghetto" , 
2^2, 538 (1964) von einer Protease berichtet, die durch Bacillus 
lichenisf oirais gebildet wurde. Es wird dabei t estgestellt, daB 
die Protease uicht durch Atbylendiamintetraaeetat (EDTA) beein- 
trMchtigt Wurde, daB sie beatlglich ihrer tlaermischen Stabilit&t 
der durch Bacillus subtilis erzeugten Protease Shnlich war, und 
dafl sie ihre Aktivitat in dem weiten pH-¥ertb©?eich von 6,0 bis 
10,0 entfalteto Ber optimale pH-Wert wurde Jedpfch iiieht angegebeno 
Von Mo Damodaran et el wurde in tt Biochemo Biophys. Acta", XL* 99 
(1955) von ©inea Bnzym berichtet, das vom Bacillus licheniformis 
abgetrennt worden war « In diesem Buch wurde f estgestellt, daB 
das Enayxa aus Protease mit einem optimalen pE-Wert von 7,4 und 
aus Peptidase bestando Durch ?. F. Hall et ai wurde schliefilich 
in dem Bueh rt Arch<> Biochemo Blopbyso", 114/ 145 (1966) von einem 
Bnsym beriehtet, das vom Bacillus liehenlfoxmis abgetrennt worden 
war<> Die Autoren stellten fest, daB das Enzym aus snrei Arten 
Protease und einer Art Peptidase bestand, und : daB die Prpt ease. . 
in einem Caseinkulturmedium eine Optimale AktivitSt bei pH-Werten 
von 7 bis 8 aufwies. 

Die Protease, die durch die Brfinder vom Bacillus licheniformis 

- i ... 

abgetrennt xand identifiziert wurde, unterseheidet sich von der 
Protease, von der in den obigen Literaturstellen beriehtet wurde, 
besilglioh ihrer Eigenschaften und insbesonders ihres optimalen 
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pH-Werts, der ein wichtigct Faktor fur ate Ausnutsung der Wirkung 
der Protease ist, wenn eie in der Praxis aur Verwendung gelangto 
Die Protease, die vom Bacillus liehenif ormis erhalten wurde, und 
die durch die Erfinder gefunden wurde, zeigt ihre optimal® Akti- 
vitat bei einem pH-Wert im Bereich von 10 Ms 10*5, und zwar soger 
dann, ween Casein, Hamoglobin oder Albumin ale Subjstrat verwendet 
wird, und aus diesem Grande ist es klar, dafi diese Protease eine 
alkalische Protease ist. So wird also gemafi der Erfindung eine 
neue alkalische Protease vorgesehlagen, die durch Kultivlerung 
von Stammen, die sur Art Bacillus lichenif ormis gehoren, erhalten 
wirdo Die neue alkalische Protease net viele Veywendunnen n wie jSoBc 
bei er Herstellung von Hahrungamitteln, bei der Verbesserung 
von Meerprodukten, Hauten und Hahrungamitteln, in der lextilindu- 
strie und bei der Herstellung von Waechprodukten und auch in- ande- 
ren industriellen Bereichen., 

GemaB der Erf indung kann die alkalische Protease dadurch herge- 
stellt werden, daB man die Stamme von Bacillus lichenif ormis, 
die durch die Erfinder gefunden und identifiaiert wurden, auf 
einem herkSmmlichen fliissigen Kulturmedium unter Beluf tung kul- 
tiviert und dann die erhaltene rohe Protease in der gleiehen 
Weise wie bei den herkommlichen Verfahren reinigt* 

Die folgenden Komponenten werden im Kulturmedium verwendet: 
Glukose und Starke als Kohlenstoff quelle 5 Peptoa und Casein als 
Stickst off quelle; naturliche Hahratoffe, wie z 0 B 0 Hefeextrakte 
und Pleisehextrakte; eowie anorganisehe Salse, Ss konnen aber 
auch ein Extrakt einee entfetteten Sojabohnenkuehens, Reiskleie 
und Maiskleie als naturliches Xulturmedium verwendet werdenc 

Es wird bevorzugt* sine Kulturtemperatur von 30 bis 35 0 bei einem 
pH von ungefabr 7 unter BelUftung 40 bis 72 Stunden long auf- 
rechtzuerhalten, um die maximal alctive Protease su erslelen,, Die 
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maximale Aktivitat kann bei 35°C wa&rend sines* Zeitraums Ms su 
40 Stand en erhaltea warden*. 

Die alkaliache Protease, die eieh in der KulturlSsung ansasnnelt P 
wird dadurch gereinigt* dafl au£e±nan&erfolgend die in der Folge 
angegebenen Scbritte ausgeffihrt wardens Shtbafcterisierung, Son- 
zentrieraagy Aussaliaungj, Dialyse, Entffirbimg. r ' Kdloiineii- 

chroma^Dgrapliie unter Veinrendung einer lonenaustauschoelltilOBe 
und eitfes lonenaustausck-Sephadex* und Gelfiltrierung , 

Hun werden die Zeictaungen erlauterto 

Figo 1 seigt das Chroma* ograiHa* welokes dadurch erhalten wirdj, 
daB die EuLturlosung einer Bntbakt eriaierung , Aussalsung, Dialysa 
und Entfarbung unter*rorfen wird* um eine gereinigte alkaliscae 
Protease, heraust ell en, und daS dam fc±$rauf die gereinigte alka~ 
lische Protease einer Kolonnenchrozsat agraphia duroix C^baxyttethyl- 
cellulose untervorfen tfird* In Figo 1 sseigt die Kurve i.:di,e , 
Proteinkon£@ntration 0 <di© Ktare 2 &eigt die AkMtri*&* der 
Protease, und die gerade Linie 3 seigt die, NatriuniiJhlbridkonzen-- 
trationo He in Figo 1 gezeigt ist* 1st die Aktliritat dor Protease 
in der Spitsenfraktion C konsentrierto Die Aktivitat einer 
kleinen Proteasemeng© kann in der Fr&ktion D bGQbaohtet werden 0 
Die Protease, die in der Fraktion G konzentriert ist, 1st die 
alkali sche Protease von .Bacillus liehenif orzais., die durch die 
Erflnder gefunden wurge 0 Es wurde im ttbrigen keine Fraktion ge- 
funden, die die Proteasaktivitat wie in Fig 0 1 aeigto Diese 
Tateaehe l&flt erkennen, da/3 die Reinigung der rohen Protease 
leicht durehgefWhrt werden kaxm und dafi durch die Erfindung in 
vorteilhaf ter W©ise alkalisehe Protease hergestellt werden kann 0 

Die ^ Protease, dif3 geraaB der Er- 
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■' findung hergeetellt worden 1st, sind in den Pigttren 2 bis 5 ge- 
zeigt. Fig. 2 zeigt im Zusaamienhang zwisohea der Aktivitat der 
alkalischen Protease una dempH-W e rt 0 Vie in Pig» 2 zu sehen 1st > 
liegt der optimal© pH~Wert im Bereich von 10 bis 10,5, wenn Casein 
ais Substrat verwendet wird> und dieser optimale pH-Wert andert 
sich aueh nicht, wenn Hamoglobin oder Albumin als Substrat ver* 
wendet wird. Pig, 3 zeigt den Zusammenhang zwischen der Aktivitat 
der alkalischen Protease und der Xemperatur. In Pigo 3 zeigt die 
Kurve t die Aktivitat der alkalischen Protease, wenn das Substrat 
Calcinmaeetat in einer Menge von 5 x 1cT 15 Mol enthalto Die 
Kurve 2 zeigt die Aktivitat der alkalischen Protease, wenn das 
Kulturmedium kein Calcinmacetat entnalt. Die Pigo 3 zeigt, dafi 
die optimale Kulturtemperatur bei 60°C zu f inden i«t und dafi die 
Protease bei 80°C deaktiviert wird. Die- Aktivitat der Protease 
wird bemerkenswert erhoht, wenn Gaiciumacetat. im RBaktionBganiseh 
enthalten 1st, wie dies durch die Kurve 1 dargestellt 1st, aber 
die optimale Kulturtemperatur wird nieht *eseutiich veranderto 

Die Aktivitat der alkaiischen Protease wu.^de durch ein Verfanren 
getestet, das im Buck "Method for the Investigation of Enzyme** 
Band 2, Seite. 240 von Hagihara (gedruekt .lurch Asakura Bookshope) 
angegeben isto Die Protease wurde mit einjr Iiosung, die Casein 
enthielt, bei einem pB>Wert von 10 S 0 und ael einer Temperatur . 
von 30°C gemischto Das Casein wurde in Ey-oain hydrolisiert und 
das niOht-hydroliBierte Casein wurue unte:? VerWenduhg deS "161*.' 
lungsmittels B ausgefallt, bei welchein es sich um ein Gemisch 
aus 0,11 Hoi CCl^eOOl* 0*22 M6l CS^COOIJa mb 0,33 Mol CB^COOl 
handelt* Das ^Fiitrat wurde auf tie Meht^sorptioh bei 257 
gepriift* Die Aktivitat der Protease wird < urch die *Eihheit" 
angegebenj bei dor es sieh um die Menge ^rosin if) handelt , 
die in eiher Minute gebildet wird« 

Pigs 4 zeigt die thermische Stabilitat der alkaliicaeh Protease,, 
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In Figo 4 aeigt die fcurve 1 » daB die Protease bei einer lempera- 
tiir bis 55°G 15 Mnutsn lang stabil 1st* wersn = das Reaktionsge** 
miseh Oaleiumacetat in einer BSenge von & x toT* Mol enthalt und 
ein pH von 10/0 verwendet «Mo ma Kurve 2 zeigt, dafi die Protease 
bei einer Temperatur bis at* 50°C stabil 1st und dafi die Aktivitat 
der Protease bei einer lemperatur oberhalb 55% raecit verringert 
ttifd, tfenn das fe&ttmaedinm kein Calciumacetat enthSlt aber i& 
iibrigettunter den gleicheii Bedingtmgen wie bei Kurve 1 gehalten 

Figo 5 seigt den Zusammenliang zwischen der AktifritSt derjalkali** 
gohen Protease mid desi pH-*tfert* wenn das ReaktionBgesaisclt 22 Stun* 
den au£ 30 6 C gekalten wirdo 'Die Kurve 1 zeigt die Aktivitat der 
Protease, wenn das Reaktionsgemiscli GaleiiMaoetat in einer Menge 
von 5 X 10^ Mol enthalt, und die Xurve 2 zeigt die Aktivitat 
der Protease, wenn das Heaktionsgeiaisch kein Calciumacetat ent~ 
halto Aob den Eurv^i 1 und 2 geht hervor, dafi die ^Protease feel 
einem pH^Wert im Bereicli von 5,0 Ms 11 ,0 stabil 1st* 

Die Aktivitat der alkalischen Protease der vorlieg^dDestt Brf $M**ng 
wird dureh Sehwemetallionen, wie zJ« flg- und Cu^Ionen und ins-* 
beSoMere durcli Qxydationsjtiiittel^ wie s»Bo Jod Oder Mis^ro^yl- 
fludrophosphiat (DEP) und iGartoff eliKfliibitor (potato^iiihi^itor ) 
TOeeintrEciitigto Me Aktivitat der alkalisehen Protease wird 3edocb 
nieht durch fiedukiiOnsMtt el > wie Cystein, Ghelierungsmit t el Ir^e 
EDiA, MOnoiodessi^aure und einem SH-Reagena beeiSltradJitigt * 

Die ErfiMun^ wird 4ttreli die folgendea Beispiela eapi§u^rt<> 

MmML 1 ; : 

Bacillus lie^ifoaaiis xrarde in 11 einea iiaBrigen Mttiimedlums 
(pH « 7^2) i*flaibiert t welohes 1 °£ Gluecose, 1 # PeptOn* 0,1 # 
fief eextrakt , 0* 2 $S iJatriumchlorid, 0,2 56 Calci^(dalorifl f 0>05 f* 
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I^iumphosphat, 0,01 # Magnesiumsulfat und 0,001 # von Jewell* 
Eise»(II)-sulfat and Mangansulfat enthielto Dor Bacillus licheni- 
fonhia wurde unter SchUttelu bei 30°C 72 Stunden lang kultiviert. 
Das erhaltene Etatunaedium enthielt die alkalische Protease, die 
eine Aktivitat voh L930 Einheiten je ml aufwies. Das Kultur- 
medium wurde aurch Yerwendung einer Zentrifuge Oder eines Filters 
entbakterisiert, und darai wurde das Filtrat mit einer zu 80 
gesattigten Losung von Ammoniumsulfat gemischt, taid das Gemisch 
wurde ausgesalzt und dialysiert. Die Dialysierte losung wurde 
durch eine Kolonne hindurchgefuhrt, die mit Buolite A-2-Harz 
(oder einem Anionenaustausehharz) bepacfct wax,, urn Farbestoffe 
abzutrenneno Die entfarbte Losung wurde einer Kolonnenchromato- 
grapbie unterworf en, wobei CarboxymethyleellulOBe und DEAE- 
Sephadex verwendet wurde. Hierauf wurde die rohe Protease durch 
das Selfiltrierungsverfahren unter Verwendung von Sephadex-75 
abgetrennt, und die rohe Protease wurde durch ein Ausfallungsver- 
fahren behandelt, wobei Aceton verwendet wurde, urn die gereinigte 
Protease herzuetellen. Die gereinigte Protease wurde getroeknet 
und gewdgen. Es wurden 47 mg getroeknet e Protease mit einer Akti- 
vitat von 4*1 to Einheiten Je mg erhalten. 

BeiBPiel 2 

Bacillus lieheniformis wurde in 1 1 eines Kulturmediums (pH = 
7,2) inkubiert, welches einen Extrakt enthielt, der durch Extra- 
hieren von entfettetem Sojabohnenkuchen mit einer Losung, die 
4 % Alkali und 1 # ISsliehe Starke enthielt, erhalten worden war* 
Der Bacillus licheniiormis wurde 40 Stundea lang bei 35 0 unter 
Beluftung und Ruhren kultiviert. Das erhaltene Kulturmedium ent- 
hielt die alkalische Protease, die eine Aktivitat von 4-400 -Ein- 
heiten Se ml aufwies. Das Kulturmedium wurde in der gleichen Weise 
wie in Beispiel 1 behandelt, wobei 1,07 g der gereinigten Protease 
erhalten wurde, die eine Aktivitat von 4.110 Einheiten/mg aufwies o 
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Vertahren sur Herstelluag: ei&er alkaliBchea Protease, dadtarcli 
gekemaeicimet^ dafl man Bakterien, die aur Art Bacillus licheni- 
formis geh5rea r der die gena&nte alkalische Protease Mlden karaig 
auf herkSmmlicheii Kultuxmedien kultiviert* wobei aich die ge~ 
uaunte alkalische Protease in* erhaltenen Kulturmeditim ansammelt f 
imd daff wan feiera\£f die alkaliscke Protease aus dem EulttOTaedltm 
to an sick bekaanter Weise gewinat* 
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